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丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus, HCV）是一种有包膜的单股正链 RNA 的黄
病毒科病毒，是丙型肝炎的主要诱因。长期感染能引起肝脏脂肪变性、肝脏纤维
化、肝硬化、肝癌等。约 3%的世界人口受到 HCV 感染。现今仍没有没有能够
预防 HCV 感染的疫苗。现今抗 HCV 病毒治疗仍以聚乙二醇干扰素-ɑ（Peg-IFN-a）
联合利巴韦林(ribavirin)为主，但这种疗法副作用较大，且疗效有限，尤其是对
于 HCV 1b 型。对于 HCV 病毒的进一步深入研究，尤其是对病毒与宿主细胞相
互作用的分子机制的研究，尤为必要。NS3 是 HCV 必须的病毒非结构蛋白，具
有丝氨酸蛋白酶和 RNA 解旋酶活性，NS3 也是现今最热门的抗 HCV 病毒药物
筛选靶点之一。NS4A 是 NS3 蛋白酶和解旋酶的辅助因子，能很大程度提高两者
酶活性。 
本文将 HCV 2a JFH-1 病毒株的 NS3-4A 基因克隆到自己构建的
pcDNA6-IRES-mCherry-myc-His C 质 粒 的 IRES 上 游 ， 构 建 了
pcDNA6-NS3-4A-IRES-mCherry-myc-His C 双顺反子重组质粒。瞬时转染
HEK293T，观测到红色指示荧光，证明了 IRES 上游 NS3-4A 蛋白的独立表达。 
转染后 72h 收集样品，进行了双向电泳为基础的差异蛋白组学分析，选取并用串






































HCV (hepatitis C virus) is an enveloped, positive-sensesingle-stranded RNA 
virus of the family Flaviviridae, it is the major cause of hepatitis C.Long-term 
infection may lead to hepatic steatosis, liver fibrosis, cirrhosisand hepatocellular 
carcinoma. About 3% of the world population is affected by HCV infection. Up to 
now, there is no vaccine capable of preventing HCV infection. PEG-IFN-a combined 
ribavirin is still the main anti-HCV viral therapy at present, but this therapy has strong 
side effects, and the effect is limited, especially for HCV 1b. 
Further in-depth study of the HCV virus, in particular the molecular mechanisms 
of viral and host cell interactionsare especially necessary. HCV NS3 protein 
hasfunctions of serine protease and RNA helicase, NS3 is one of the most popular 
target of anti-HCV viral drug screening today. NS4A is a cofactor of the NS3 protease 
and helicase, and can improve the activity of both of themto a large extent. 
NS3-4A （HCV 2a JFH-1 strain）gene was cloned to the upstream of the IRES in 
the plasmid pcDNA6-IRES-mCherry-myc-His C, constructed the 
pcDNA6-NS3-4A-IRES-mCherry-myc-His C double cistron recombinant plasmid. 
Red fluorescent were observed in transiently transfected HEK293T,therefore proved 
the independent expression of of NS3-4A protein onthe upstream of IRES.72 hours 
after transfection, the samples were collected to atwo-dimensional 
electrophoresisbased differential proteomics analysis, 36 different protein spots were 
selected and successfully identified by tandem mass spectrometry.Matched to 41 
proteins, including the intermediate filament proteins, microfilament proteins, 
microtubule proteins, transcription-related proteins, translation-related proteins, 
molecular chaperone proteins（many HSP family proteins）, enzyme proteins and 
several other proteins (PSME3, PSMC5, GNB2, two kinds of CALM3 and PCBP3). 
Further study of the specific effects on some of these cellular proteins, such as GNB2, 
UBE2V2, caused by NS3-4A complexhas been dwon through immunoblotting and 















effects on cell proteins during a short period of time into the cell from the system 
level, and laid the foundation for further study of molecular interaction mechanism 
between NS3-4A complex and the host cell in the early stage of HCV infection. 
 

















1.1 丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus, HCV) 
1.1. 1 HCV 概述 
丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus, HCV）是一种单股正链 RNA 的黄病毒科病
毒，能引起丙型肝炎。世界卫生组织确定约 170, 000, 000 人，3%的世界人口存
在慢性 HCV 感染[1]，每年新增感染人口 300 万到 400 万。在美国等西方发达国
家，丙型肝炎已发展成第一大肝病[2]。我国已有约 3800 万人感染 HCV，人群血






的风险更大[7]。现今对 HCV 传播途径的认识已较详细，大量的研究证明，lb 型、
2 型、5 型主要与输血（最主要的传播途径）、血制品或医院内传播想关，3a 型、
1a 型、4 型、6 型主要与静脉吸毒相关，而其他传播途径（包括性传播、母婴传
播等）与 HCV 基因型无明显相关性[8]。现今并没有可用的 HCV 疫苗可以预防
感染，常用的治疗方法是聚乙二醇干扰素-ɑ（Peg-IFN-a）联合利巴韦林(ribavirin)
的疗法，称为标准疗法（Standard of Care, SOC），但治疗效果有限，HCV 1b 型
感染者只有约 50%在接受治疗后能有较好效果，观测到持续病毒学应答
（SustainedVirologicalResponse, SVR）。HCV 感染和相关的病变在全世界每年可
致死估计 250,000 人[9]。对于新药的开发和疫苗的研制成为迫切需求，对于 HCV
致病机制，病毒与宿主相互作用的分子机制的进一步研究是必要的基础。 


















糖蛋白 E1 和 E2 镶嵌在脂质包膜上[11]（图 1. 1）。 
 
 
图 1. 1 HCV 病毒颗粒结构示意图 
 
HCV 基因组长度 9.6KB 左右，中间是一个开放阅读框（Open Reading Frame，
ORF）能编码一条长约 3000 个氨基酸的多肽，两侧是高度结构化的非编码区
（Nontranslated Region, NTR)。基因组两侧为 5’-NTR 和 3’-NTR，这两区域是病
毒翻译和复制必须的。5’-NTR 中还有 miRNA-122 (A liver specific microRNA) 结
合位点，miRNA-122 结合到 5’-NTR 可以促进病毒复制，这可能是 HCV 病毒主
要能在肝脏繁殖的重要原因[12]。3’-NTR 也有重要的高级结构，如 X-loop，是病
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